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下で温度 23± 2℃、湿度 55± 10％、12時間昼夜サイクル（7時点灯、19時消灯）にて飼
育し、J線滅菌飼料および飲料水は自由摂取とした。マウスは投与する糖（Glucose, Sucrose, 
Fructose, Honey）ごとにそれぞれ 6～ 7匹の 4グループを作った。さらに、コントロールと
して KK-Ayマウスに水を投与する群の合計 5グループを作った。また、週に 1度体重の測定
をした。本実験は京都産業大学動物実験委員会のガイドラインに従って動物実験を実施した。




を 1日 1回（5日 /週）経口ゾンデを用いて強制経口投与した。投与量は 2 g/kgになるように
調整した。ハチミツのみ 2 g/kgに調整してさらにその 1.2倍量を経口投与した。また、コン
トロールマウスに水を経口投与した。投与は 8週間行った。
3．経口各種糖負荷試験（Oral Sugar Tolerance Test: OSTT）
各種糖の投与前と投与開始から 1、4、8週間後に無麻酔下にて OSTTを行った。ただし水
を投与しているマウス群については OSTTは行わなかった。それ以外の個体については一晩














投与後 120分で 10倍希釈したソムノペンチルを 65 mg/Kg腹腔投与して、麻酔後、後大静
脈より全採血し安楽死させた。麻酔の効きが悪い場合はイソフルランを吸わせ追加麻酔した。
マウスの後大静脈より採取した血液は、60分程静置後、12000 rpm 5分 24℃で遠心し、採
れた血清を 80℃で保存した。その後、肝臓、副睾丸脂肪、後腹膜脂肪、腸間膜脂肪、骨格筋
を採取し、各脂肪についてはそれぞれの重量を測定した。また、肝臓、副睾丸脂肪、骨格筋か
ら約 0.5 gを採取し、ジルコニアビーズ 0.5I（TOMY: ZB-50）入りの IsogenⅡ（日本ジーン
















液で 2倍の段階希釈をした。これは、8連チューブを用い、1本目に緩衝液 190 Pl、残りの 7






30 Pl以上のものはそのままの濃度で、30 Pl以下のものは緩衝液で 2倍希釈し、サンプルを
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調整した。測定はデュプリケートで行った。その後、抗体固相化 96ウェルプレートを先ほど
の希釈した洗浄液で 5～ 6回洗浄した。洗浄後、100 Plのビオチン結合抗インスリン抗体を
抗体固相化 96ウェルプレートに撒いた。次に、標準インスリ溶液と調整しておいたサンプル




2時間の反応後、抗体固相化 96ウェルプレートを 5～ 6回洗浄し、希釈しておいたペルオ
キシダーゼ・アビジン結合物を 100 Plずつ撒き、撹拌後、室温（20～ 25℃）、30分間静置し
て反応させた。30分後、抗体固相化 96ウェルプレートを 5～ 6回洗浄し、発色液（TMB）
を 100 Plずつ撒き、撹拌後、室温（20～ 25℃）、30分間静置して反応させた。30分後、洗
浄せずに反応停止液（1 M H2SO4）を 100 Plを加え、撹拌した。その後、吸光度測定（主波




分、12000 rpm、4℃で遠心した。遠心後、上清を 1.0 mlとり、5 Plの P-Bromoanisoleを入
れ、15秒間振り、室温で 5分間静置した。その後、10分、12000 rpm、4℃で遠心した。遠
心後、上清を 900 Plとり、75％エタノールを 0.4 ml入れ、転倒混和した後、室温で 10分
間静置した。その後、8分、12000 rpm、4℃で遠心した。遠心後、サンプルをデカントし、
75％エタノールを 0.5 ml入れ、3分、8000 rpm、4℃で遠心した。遠心後、再びサンプルを
デカントし、75％エタノールを 0.5 ml入れ、3分、8000 rpm、4℃で遠心した。その後、デ




動を行った。100 mlのビーカーに蒸留水 36 mlとアガロース S（日本ジーン社）を 0.75 g
入れ、撹拌した（2枚分）。その後、電子レンジ 200 Wで加熱し溶解させ、65℃まで冷まし
た。温度が下がったら、ドラフト内で 10×MOPSバッファーを 5.0 mlとホルムアルデヒド
9.0 mlを撹拌しながら加えた。その後、ゲルトレイに流し込み、30分から 40分間静置しゲ
ルを作製した。ゲルができたら、ゲルと 1×MOPSを泳動層にいれ 50 Vで 15分間のプレ泳
動を行った。
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RNAサンプル調整液の作製として RNA 1サンプルにつき、10×MOPS 2.0 Pl、ホルムア
ルデヒド 4.0 Pl、ホルムアミド 10.0 Pl、0.2 mg/mlエチジウムブロマイド（50倍希釈）1.0 Pl
の計 17 Plの試薬調整を行った。作製した RNA調整液に、濃度が 600から 1000 ng/Plにな
るように RNAを入れ、65℃で 15分間熱変性させた。変性後、サンプルに BPB 1.0 Plとロー
ディングバッファー 2.0 Plをそれぞれ入れ、プレ泳動後のゲルに 10 Plずつ入れた。そして、
50 Vで 60分間泳動し、60分後 89トランスイルミネーターを用いて、バンドパターンを確
認した。
9．cDNAの作製
抽出した Total RNAを cDNAとするため、PrimeScript RT reagent Kit［Perfect Real 
Time］（TAKARA BIO社）を用いて逆転写 3&5を行った。試料と 4種類の試料をプロトコー




を行った。蛍光色素として SYBR greenを使用し、SYBR Premix Ex TaqⅡ（TAKARA BIO
社）を用いた。5HDO7LPH3&5には、Step One Plus（Applied Biosystems社）を用い、反








SolutionⅠ（&D&O2 1 mM into 1× HBSS）を入れ 290 G、1 minで遠心を行った。遠心後、
デカントし、20 mlの SolutionⅠを入れ、再び 290 G、1 minで遠心を行った。遠心後、デ
カントし、① 15 mlの SolutionⅠを入れた。次に SolutionⅠで濡らした Strainer（）で①を
フィルトレイトした。再び①に 20 mlの SolutionⅠを入れて再び Strainerでフィルトレイト
し、Strainerに残った膵島をシャーレに 15 mlの SolutionⅢ（L-グルタミン 20 mM、ペニ
シリン 8PO、ストレプトマイシン 100 Pg/ml、FBS 10％ into RPMI 1640 medium）と
共に移した。その後、実体顕微鏡で膵島のみを SolutionⅢが入った新しいシャーレに取り分
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け、カウントした。カウント後、3 mMのグルコースまたは 20 mMのグルコースでグルコー
ス応答させ、それぞれ反応させた膵島を 15 mlチューブに移し、290 G、1 min、4℃で遠心し
た。※遠心後、デカントし、Hanks（）を 5 ml入れ転倒混和し、再び 290 G、1 min、4℃で






































図 5は投与前、投与後 3週後、8週後における各種糖の $8&（$UHD8QGHUWKH&XUYH）
を求めてグラフ化したものである。非常に興味深いことにグルコースと砂糖は投与前と投与














































































































5HVXOWV 7RH[DPLQH WKHHIIHFWVRIKRQH\ LQGLDEHWLFRUK\SHUJO\FHPLFFRQGLWLRQZH
DGPLQLVWHUHGKRQH\RUDOO\WRIHPDOHPLFHIRUZHHNV:HIRXQGWKDWERWKWKHERG\ZHLJKW
DQGWKHEORRGJOXFRVHOHYHOVRIWKHKRQH\WUHDWHGPLFHZHUHVLJQLÀFDQWO\ORZHUWKDQWKRVHRI
sucrose treated mice.
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